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Abstract. T�� ���-�������� ������� �������� ������ �-S�� ����-T�� ���-�������� ������� �������� ������ �-S�� ����-
l���� d�v���� b��l�����l ��������� b� ����������� w��� m�l���l� 
�����l��� ��d ���������l m�l���l��. Ov���x�������� �f �-S�� 
������ �� ���������� ������ ��d ��� b� ���d����v� �f ���� ����-
�����. T�� ��m �f ���� ���d� w�� �� ��v�������� ��� ����b����� 
�ff���� �f �l��m�d-b���d ��RNA� ��������� ��� ��m�� �-S�� 
���� �� ���l�f������� ��d ������������ �� ��� ��m�� ���������� 
�d����������m� ��ll l��� P���-1. T���� ��RNA� ��������� ��� 
�-S�� ���� w��� �����f����d ���� ��� P���-1 ���������� �d���-
�������m� ��ll l��� m�d����d b� L���f����m���. T����f������ 
efficiency was assessed by flow cytometry. Real-time quantita-
��v� PCR (RQ-PCR) w�� �m�l���d �� d����� ��� �x�������� �f 
�-S�� mRNA, ��d ��� m��� �ff����v� ��RNA w�� ������ �� b� 
�l���d ���� � �l��m�d. Tw� ����l�-�����d DNA ��m�l���� w��� 
designed according to the most effective siRNA sequences. 
T�� ����� ������� RNA (��RNA) �l��m�d ��������� �-S�� w��� 
�GPU6/green fluorescent protein (GFP)/N�� v����� ���RNA-
c-Src was constructed. Sequencing was performed to check 
w������ ��� �l��m�d w�� ����������d �������l�. P���-1 ��ll� 
w��� �����f����d w��� ���RNA-�-S�� ��d ��� ������v� ������l 
�l��m�d (���RNA-N), ��������v�l�. F�ll�w��� ��l������ w��� 
G418, ��� �����f����d m����l���l ��ll� w��� ������. GFP w�� 
evaluated by flow cytometry and fluorescence microscopy to 
estimate transfection efficiency. RQ-PCR and western blotting 
were used to detect c-Src silencing efficiency. To verify the 
�ff���� �f ��m����b��� ���m����������� �f �-S�� �x��������, 
MTT ����� w�� ���f��m�d. ELISA w�� ���d �� d����m��� 
VEGF l�v�l� �� ��l���� ������������. I� � ��d� m���� m�d�l, 

��m�� ���w�� w�� ���d��d, �-S��, VEGF �x�������� ��d 
m����v����l d������ �� ��m�� ������ w��� m������d b� �mm�-
nohistochemistry. The transfection efficiency of siRNA in the 
P���-1 ��ll l��� w�� �b�v� 90%, ��� m��� �ff����v� ��RNA 
���ld �������� �x�������� �f ��� �-S�� ���� w��� �� ����b�-
tion efficiency of 86.1%. Sequencing confirmed that the c-Src 
��RNA �l��m�d w�� �������f�ll� ����������d. MTT ����� 
��d�����d ���� ��� �ff��� �f ��m����b���-��d���d ������x����� 
w�� m����dl� ��������d �� ��� ���RNA-�-S�� ����� (P<0.05). 
M���w��l�, ��� �x�������� �f VEGF in vitro w�� ��d���d 
significantly (P<0.05) in the psiRNA-c-Src group. In nude 
m��� b������ ��m���, �-S��, VEGF �x�������� ��d MVD w��� 
d�������d �� ��m��� ���d���d f��m ���RNA-�-S�� �����f����d 
��ll� (P<0.05). I� ��mm���, ��� ��RNA �x�������� ���������� 
��������� �-S�� ���ld �����f���ll� �������� �-S�� �x����-
����, ����b�� VEGF �x��������, ����b�� ��ll ���l�f������� ��d 
������� ��m����b��� ���m��������v��� in vitro. C-S�� ���� 
��l������w�� �bl� �� ����b�� ������������ �f ��m��� in vivo. 
T���� f��d���� d�m�������� ���� ��� �-S�� ��������� ���� 
��l������ �������� ��� ��� ��������l �� ���v� �� � ��v�l ���l f�� 
���������� �������m� �����m���.

Introduction

P��������� �������m� ��m���� � ���ll���� �� �l��������. T�� 
�����m���l ��m�l�x��� ��d l��� d�������� ��v� l�d �� � d����-
��������l� l�w �������b�l��� ���� �f �����d 10-20%, �������ll� 
�� �������� d������ ������. M����v��, �v�� �f �� �� �����bl� 
�� ������ ��� ��m�� w��� �l��� m�����, ���l� ���������� ��d 
metastasis are frequently observed. The overall 5 year survival 
����� ��� �������d �� b�l�w 5% (1). N� �dj�v��� �����m���� ��v� 
���w� ������� �� �m���v��� ���v�v�l ����l ��w. Cl�����ll� 
���m����������� �� ��� �f ��� m�j�� ������ f�� ���m������-
������ �����m��� f��l��� �� ���������� �d����������m� ��������. 
S���d��d ���m������������ ������ ��l� ��v� m������l �ff��� 
�� ������� ���v�v�l. A����������� �� ��������� f�� �������f�l 
��m�� ���w�� (2,3), ��d ����b����� �f VEGF ���������� ��� 
m��� v�l�d���d �������������� �������� d�����b�d ���� f�� 
(4,5). B������ �f ��� ���� m����l��� ���������d w��� ���������� 
�d����������m�, �� �� ��������l ���� ����������� ����m��� b� 
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d�v�l���d �� ����b�� ��m�� ���w��, �������� ���m��������v��� 
�f ���m�������������, ��d �������� ������������ �f ��m���. 
So new approaches including gene therapy are required to 
�m���v� �����m��� ����l�� (6,7).

T�� ����������� �f ���������� �d����������m� ��� b��� 
���������d w��� d�����l����� �f ��v���l �����l��� m�l���l��. 
O�� �f ��� ��������l ����������� ������� �����v��� �����d���bl� 
������ ��������� �� ����v����� �f �-S��, � ���-�������� ������� 
�������� ������. �-S�� ����l��� d�v���� b��l�����l ��������� b� 
����������� w��� m�l���l� �����l��� ��d ���������l m�l���l��. 
Ov���x�������� �f �-S�� ������ �� m��� ��l�d ��m���, �f��� �� 
l���� ������ �f d������, ��d ��� b� ���d����v� �f ���� ���������. 
RNA �����f������ (RNA�) ��� �m����d �� � ��w��f�l ���l �� 
��d��� l���-�f-f������� ���������� b� ����-��������������l 
��l������ �f ���� �x�������� (8,9). A� �������, �� w�� �������-
f�ll� ���d �� ��� �������� �f ���� f������� ��d ��� �����l����� 
�f ����� ��d d�w������m m�l���l� f��m �����l �����m������ 
�����m, ��d �� m���� ���v�d� � ��w �������� f�� ��m�� �������. 
Pl��m�d v������ ��v� ���v�d�d � ���� �dv����m��� �� ����-
��l��� ��d ���m �� �ff�� ��� m���� �� �����v� ��l���v�l� ���� 
l�v�l� �f ���� �����f�� in vitro ��d in vivo. I� ���� ���d�, w� 
���d ��� �l��m�d v����� �����m �� d�l�v�� � ������ll� d������d 
�m�ll ������� RNA f�� ��m�� �-S�� ���� ���� ���������� 
�������m� ��ll l��� P���-1 �� �b���v� ��� ���� ������� �ff���� 
�� ���l�f������� ��d ������������.

Materials and methods

siRNA, cells, reagents and mice. W� d������d ����� d��bl�- 
�����d ��RNA �l������l����d� ��������� �-S�� ���� b� ��� 
��f�w��� �� l��� WMG ��d Q�����, b���d �� ��� ��bl����d 
sequence of c-Src (GenBank, BC011566). One pair of nega-
��v� ������l ��RNA (��RNA-N) w�� d������d, �f w���� ��� 
sequences were without obvious homology to human gene 
sequences (Tables I and II). At the 3'-end, it was labeled with 
fluorescein isothiocyanate (FITC) for transfection rate evalu-
ation. All the siRNA sequences were finally blasted to avoid 
silencing other unrelated genes. They were all synthesized by 
S������� G���P���m� C�., L�d. (C����).

T�� P���-1 ��ll l��� w�� �b�����d f��m S������� ��ll 
���������� �f C������ A��d�m� �f S������ (C����). T�� 
cells were cultured in Dulbecco's modified Eagle's medium 
(DMEM; Sigma, St. Louis, MO) supplemented with 10% 
fetal bovine serum (FBS), at 37˚C in a humidified atmosphere 
���������� 5% CO2. T�� ��l����� w��� �������d 2 �� 3 ��m�� 
w���l� �� m������� l��-����� ���w��.

TRIzol reagent and MMLV were purchased from 
Gibco-BRL (Carlsbad, CA). TaqDNA polymerase, dNTPs, and 
DNA m����� w��� �b�����d f��m T����� (S�������, C����).
M����l���l m���� ����-��m�� �-S��, VEGF ��d CD34 w��� 
purchased from Santa Cruz Biotechnology, Inc. (Santa Cruz, 
CA). 3-(4,5-dimethylthiazol-2-thiazolyl)-2,5 -diphenyltetra-
zolium bromide (MTT) was purchased from Sigma. BALB/c 
��d� m��� w��� �b�����d f��m S������� Ex����m����l 
A��m�l C����� (S�������, C����) ��d m��������d �����d��� 
�� ��� A��m�l R������� C�mm����� ���d�l���� �� S�����w 
University (Suzhou, China).

siRNA transfection. Tw����-f��� ����� b�f��� �����f������, 
��ll� w��� d�l���d �� f���� m�d�� w������ ����b������ ��d 

transferred to 6-well plates. Panc-1 cells grown to a conflu-
ence of 50-60% were transfected with 50-200 nmol/l (final 
�������������) �f ��RNA ��� w�ll ����� L���f����m��� 2000 
��d O���-MEM (I�v�������, K��l�����, G��m���) m�d�� 
according to the manufacturer's recommendations. After 
transfection for 6 h, flow cytometry was used to detect the 
transfection efficiency and fluorescence microscope was used 
to observe the cells which released fluorescence.

Real-time quantitative RT-PCR. T���l �����l��m�� RNA w�� 
���l���d �f��� �����f������ ����� TRIzol reagent (Gibco-BRL, 
L�f� T�����l�����, USA). T��� 2 µ� �f ����l-RNA w�� 
converted to cDNA in 40 µl and stored at -20˚C until use. 
T�� ��������������l l�v�l �f �-S�� w�� ���l���d ����� ��� MJ 
R������� O������™ 2 DNA ������ �����m w��� SYBR-G���� 
fl��������m�. β-����� ���v�d �� �� �������l ������l. T�� 
sequences of primers are shown in Table III. PCR was carried 
out with cDNA derived from 50 ng of RNA, 1 unit Taq poly-
merase and reaction kits in a final volume of 25 µl. Each cycle 

Table I. Target sequence of c-Src gene.

siRNA siRNA target sequence

siRNA-1 5'-AACAAGAGCAAGCCCAAGGAT-3'
siRNA-2 5'-AAAGTGAGACCACGAAAGGTG-3'
siRNA-3 5'-AAGGGGAGTTTGCTGGACTTT-3'

Table II. Synthetic c-Src siRNA sequence.

siRNA Synthetic siRNA sequence

siRNA-1 F: 5'-CAAGAGCAAGCCCAAGGAUtt-3'
 R: 5'-AUCCUUGGGCUUGCUCUUGtt-3'
siRNA-2 F: 5'-AGUGAGACCACGAAAGGUGtt-3'
 R: 5'-AGUGAGACCACGAAAGGUGtt-3'
siRNA-3 F: 5'-GGGGAGUUUGCUGGACUUUtt-3'
 R: 5'-AAAGUCCAGCAAACUCCCCtt-3'
siRNA-N F: 5'-UUCUCCGAACGUGUCACGUtt-3'
 R: 5'-ACGUGACACGUUCGGAGAAtt-3'

F, forward; R, reverse.

Table III. Sequences of primer for RT-PCR.

Genes Sequences

c-Src F: 5'-GCCTACTACTCCAAACACGC-3'
 R: 5'-GTAAATGGGCTCCTCTGAAA-3'
β-actin F: 5'-AGCGAGCATCCCCCAAAGTT-3'
 R: 5'-GGGCACGAGGGCTCATCATT-3'

F, forward; R, reverse.
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of PCR include 15 sec of denaturation at 95˚C, 20 sec of primer 
annealing at 58℃ and 20 sec of extension/ synthesis at 72˚C.

I� ������� �x����m��� �f RT-PCR f�� �-S�� mRNA, 
���d���� w��� �l������������d �� 1.8% ������� ��l ���������� 
0.1% ethidium bromide. Images of the fluorescent bands were 
�������d b� ��� �f ��� B��-R�d ��l d���m�������� �����m.

Construction and transfection of plasmid vectors. T�� 
pGPU6/green fluorescent protein (GFP)/Neo vector with a U6 
���m���� w�� ���d �� �x����� ����� ������� RNA (��RNA) �� 
������ ��ll�. A����d��� �� ��� ��������� ����l�, ��� ��������� 
sequence is 5'-AACAAGAGCAAGCCCAAGGAT-3'. Two 
DNA ��m�l��� �l������l����d�� �f ��� ��RNA w��� ������-
sized. The loop sequence of the template oligonucleotide was 
5'-CAGGAGATT-3'. The hairpin cDNA were generated though 
annealing of the complementary oligonucleotide synthesized, 
w���� BbsI ��d BamHI ����� w��� ����������d. T�� ������� 
�DNA w�� ��b�l���d ���� �GPU6/GFP/N�� v����� �� BbsI 
��d BamHI �����. T�� ����mb����� �GPU6/GFP/N�� v����� 
was called psiRNA-c-Src (Fig. 1). Subsequently it was used 
�� �����f��m E. coli GT116 ��m������ ��ll�. ���RNA-�-S�� 
�l��m�d� w��� ��l����d ��d �l��m�d DNA w�� �x������d 
and purified. The clones were verified by DNA sequencing. 
Pl��m�d ���RNA-�-S�� ��d ������v� ������l v����� ���RNA-N 
(�m��� v����� �GPU6/GFP/N��) w��� �����f����d ���� P���-1 
��ll� b� L���f����m��� 2000™ ��������v�l�, �����d��� �� ��� 
manufacturer's protocol (Invitrogen). Stably resistant cells 
w��� ��l����d ����� G418, ��d ���� ��� �����f����d m����l��� 
��ll� w��� ������ ��d �x���d�d �� ��ll ���l� f�� f������ 
studies. GFP was evaluated by fluorescent microscopy and 
flow cytometry to estimate the transfection efficiency.

Western blotting. C�ll� w��� w����d �w��� ��d l���d �� ���. 
Af��� ������f�������, ��� ����������� w�� ��ll����d. P������ 
�������������� w��� d����m���d b� ��� B��-R�d D� ������� 
����� �����m. S�m�l�� w��� ���� ��������d �� 10% SDS-PAGE 
��d �����f����d ���� PVDF m�mb����. M�mb����� w��� 
bl����d ��d ����b���d w��� ���m��� ����b�d���, ���� �� ����-
�-S�� ����b�d� (1:100 d�l�����), ���� β-����� ����b�d� (1:200 

dilution) at 4˚C overnight. After 3 washes, the membranes 
underwent hybridization with a goat anti-mouse IgG conju-
����d w��� �������d��� ����x�d��� (1:5,000 d�l�����) f�� 2 � �� 
���m ��m��������. Af��� f������ w������, ������v� b��d� w��� 
visualized using ECL™ western blot detection reagents with 
exposure to X-ray film for 30-120 sec.

MMT assay after treatment with gemcitabine. C�ll� w��� ���d�d 
�� 96-w�ll ��l���� �l���� �� �� ����m�l d������ (5x103 ��ll�/w�ll) 
in quintuplicate wells. The cells were divided into five groups. 
O�� ����� w�� ��� ������d w��� ��� d��� w��l� ��� ����� ������ 
w��� ������d w��� ���m�������� d���, ��m����b���, �� d�ff����� 
final concentrations: 0.05, 0.10, 0.20 and 0.40 µmol/l. After 48 h 
�f ����b�����, ��ll� w��� ������d w��� 20 µl MTT (5 m�/ml) �� 
37˚C for 4 h and subsequently made soluble in 150 µl of DMSO. 
Ab���b���� (A) w�� m������d �� 570 �m ����� � m������������� 
�l��� ������������m����. C�ll ���w�� ���v�� w��� ��l��l���d �� 
m��� v�l��� �f ���� �����.

Detecting VEGF levels in culture supernatants by ELISA. 
C�ll� w��� ���d�d �� ��w ��ll ��l���� b���l��, ��d �f��� 72 � 
��l���� ������������ w��� ��ll����d ��d ��ll �������� w�� 
���f��m�d. T�� �x�������� �f VEGF �� ��ll����d ������������ 
w�� �����d b� ��m�� VEGF ELISA ��� (R&D C�.) �����d��� 
�� ��� ���db���. VEGF �������������/��ll �������� w�� ��� 
VEGF �x�������� l�v�l. VEGF �x�������� l�v�l �� ��m�l�� 
�f ������l ����� w�� �����d���d �� 1, ��d ��� �x�������� �f 
VEGF �� ����� ����� w��� ��l��l���d b� ��m������ �� ��� 
������l. D��l����� w�ll� w��� ���, ��d ��� w��l� �x����m��� 
w�� �������d �w���.

Xenotransplantation of carcinoma cells. A ����l �f 15 BALB/
�-�� m���, 5-w���� �ld ��d 20-24 � �� w����� w��� b��d �� �� 
specified-pathogens free (SPF) condition and kept at a constant 
humidity and temperature (25-28˚C). The mice were divided 
���� ����� ������ ���d�ml� (�=5). E��� ����� ��d��w��� 
��b��������� ��j������ �f 200 µl ��ll ���������� �f ���RNA-
�-S�� �����, ���RNA-N �����, ��d ��� ������l ����� ��ll� �� 
��� ��f���x�ll��� ������, ��������v�l�. T�� ��ll d������ �f �v��� 

F����� 1. S�������� �f ��� ����mb����� v�����: ���RNA-�-S��.
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����� w�� 2.5x107. The size of tumors was measured twice 
� w��� w��� ��l�����, ��d ��� v�l�m� w�� d����m���d ����� 
the simplified formula of a rotational ellipsoid (LxW2x0.5). 
T�m��� w��� ���v����d f��m m��� 5 w���� �f��� �����m���.

Immunohistochemistry. T�m�� �����m��� w��� f�x�d �� 
formalin overnight and embedded in paraffin. Series sections 
�f 4 µm ����� w��� �������d f�� �mm��������l�����l ��������. 
Tissue sections were quenched for endogenous peroxidase with 
f����l� �������d 3% H2O2 with 0.1% sodium azide and then 
�l���d �� �� ������� ������v�l ��l����� f�� 15 m��. Af��� ����b�-
���� �� ��� ������ bl���, ���m��� ����b�d��� ���� �� ����-�-S��, 
����-VEGF ��d ����-CD34 w��� ���l��d �� ��� �������� f�� 1 � 

�� ���m ��m��������, f�ll�w�d b� ����b����� w��� ��� �����d 
����b�d� ��d Ex��Av�d��-���j�����d �������d��� ����x�d���. 
T�� �mm��� �������� w�� �������������d w��� ��m���x�l��, 
d���d����d ��d m�����d. S������� w��� ���� �v�l����d f�� ��� 
presence of brown diaminobenzidine precipitates indicative 
of positive reactivity by microscopy. Ten visual fields (x200 
magnification) were counted for a section. The brown staining 
�� �� �����d ��� ���l��� w�� ���d �� ������v� ������v��� f�� 
�-S�� ��d VEGF. CD34 w�� ���d �� ��� b��m����� �f ��� ��d�-
���l��l ��ll �f ��� ��w bl��d m����v����l. O�� l�m�� �f bl��d 
v����l� w�� �������d �� ��� ��w bl��d ����ll���. M����v����l 
d������ w�� ��l��l���d b� ��� �v����� �f m����v����l ����� �� 
every visual field of the section.

Statistical analysis. E��� �x����m��� w�� ���f��m�d �� l���� 
����� ��m�� ��d f���d �� b� �����d���bl�. D��� ��� ���w� �� 
mean ± SD and the statistical significance of differences between 
��� ������ w�� d����m���d b� ���l���� ���-w�� ���l���� �f 
variance (ANOVA), followed by Fisher's least significant differ-
ence. A P-value <0.05 was considered statistically significant. 
T���� ���l���� w��� ���f��m�d ����� SPSS 13.0 ��f�w���.

Results

Efficienty of siRNA transfection. S�x ����� �f��� �����f������ 
w��� ��RNA, l�b�l�d FITC P���-1 ��ll� w��� �x�m���d b� 
fl���������� m��������� (F��. 2A ��d B) ��d fl�w ����-
m���� (FCM) (F��. 2C ��d D). T�� ���������� �f P���-1 ��ll� 
showing fluorescence in total cells was 96.3% compared with 
the control 2.2%. The result showed the high efficiency of 
��RNA �����f������.

Screening the most effective siRNA by RT-PCR. T� d����m��� 
��� �ff��� �f ��� �-S�� d�w�����l�����, R��l-��m� RT-PCR 

Figure 2. (A) Panc-1 cells and Panc-1 cells transfected with (B) siRNA-N labeled with FITC assessed under a fluorescent microscope. Magnification, x100. (C) 
Panc-1 cells and Panc-1 cells transfected with (D) siRNA-N labeled with FITC assessed by FCM. The percentage of Panc-1 cells showing fluorescence in total 
cells were 96.3% compared with the control 2.2%. The result showed the high efficiency of siRNA transfection.

F����� 3. T�� �����d�w� �ff��� �f �-S�� mRNA b� ���l-��m� RT-PCR. 
Relative expressions of c-Src mRNA levels were analyzed using the 2-ΔΔCt 

m����d. ��RNA-1, ��RNA-2, ��RNA-3 ����� *P<0.05 v�. ��� ������l �����. 
��RNA-N ����� *P>0.05 v�. ��� ������l �����. ��RNA-1 w��� ��� m��� �ff��-
tive down regulating sequences, the inhibition efficiency was 86.1%.
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w�� ���f��m�d �� d����m��� ��� mRNA l�v�l� �f �-S�� �f��� 
�����f������. Af��� �����m��� w��� 50 �m�l/l �f ��RNA f�� 48 �, 
��� ��l���v� �-S�� mRNA l�v�l� �� P���-1 ��ll� �f d�ff����� 
����� ��RNA-1, ��RNA-2, ��RNA-3 ��d ��RNA-N w��� 13.9, 
38.3, 47.0% (��m����d w��� ��� ������l, *P<0.05) ��d 96.2% 
respectively (Fig. 3). There were no significant differences 
b��w��� ��RNA-N (������v� ������l) ����� ��d ��� ������l 
����� (P>0.05). ��RNA-1 w��� ��� m��� �ff����v� d�w�����-
lating sequences, the inhibition efficiency was 86.1%.

Sequencing result and transfection efficienty of the plasmids. 
The result of sequencing for the recombinant vector psiRNA-
c-Src confirmed that the target sequences were constructed 
�� ��� �l��m�d �������l� (F��. 4). W� ���d � �l��m�d v����� 
�����m �� �x����� ��RNA� d������d ������� �-S��. I� �dd�����, 
GFP w�� �����������d �� � �������� ����. Af��� �����f��-
���� w��� ��� �l��m�d� ��d ��l������ w��� G418 f�� 4 w���� 

subsequently, we obtained G418-resistant cells. Then the 
�����f����d m����l��� ��ll� w��� ������ ��d �x���d�d. T��� 
were examined by fluorescence microscopy (Fig. 5A-C) and 
FCM (F��. 5D-F), � ���� ���������� (>90%) �f �����f������� 
�x������d GFP, ��d������� � ���� ��d ���bl� �����f������ �f ��� 
�l��m�d v����� �����m.

c-Src silencing effect assessment by RT-PCR and western 
blotting. T� d����� ��� ��l������ �ff��� �f ��� ���RNA-�-S��, 
���l-��m� RT-PCR ��d w������ bl������ w��� ���f��m�d �� 
d����m��� ��� mRNA ��d ������� l�v�l� �f �-S�� �f��� �����-
f������. T�� ��l���v� �-S�� mRNA l�v�l� �� ��� ���RNA-�-S�� 
����� ��d ���RNA-N ����� w��� 10.2% (��m����d w��� ��� 
������l, *P<0.05) ��d 100.7% (��m����d w��� ��� ������l, 
P>0.05), ��������v�l� (F��. 6A). I� ��� ���RNA-�-S�� �����, 
the inhibition efficiency of c-Src mRNA was 89.8%. In another 
�x����m��� �f RT-PCR, �� ���w� �� ��� �l���������������m 

Figure 4. Parts of the sequencing result for the recombinant vector psiRNA-c-Src. The target sequences were constructed to the plasmid correctly.

F����� 5. (A) P���-1 ��ll�, ������l �����, ���RNA-N ����� w��� (B) P���-1 ��ll� �����f����d w��� ���RNA-N, ��d (C) ���RNA-�-S�� �����, P���-1 ��ll� 
transfected with psiRNA-c-Src GFP expression of the three groups was assessed under a fluorescent microscope. Magnification, x100. (D) Control group, (E) 
psiRNA-N group, (F) psiRNA-c-Src group, GFP expression was assessed by FCM. Transfection efficiency of psiRNA-N and psiRNA-c-Src were 97.7 and 
98.6%, ��������v�l�.
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(F��. 6B), �-S�� mRNA �x�������� �� ��� ���RNA-�-S�� ����� 
���w�d �� �bv���� �����d�w� �ff��� v����� ��� ����� �w� 
������. A 60 �D� ������� b��d, �-S�� �������, w�� d������d �� 

��� ������l ����� ��d ���RNA-N �����, b�� w���l� �x������d 
�� ��� ���RNA-�-S�� ����� (F��. 6C).

Cell proliferation by MTT assay. MTT ����� w�� ���d 
�� ��v�������� ��ll ���l�f������� �� d�ff����� ������ �f��� 
�����m��� w��� ��m����b��� (F��. 7). A� ���� ������������� 
�f ��m����b���, ��� ���RNA-�-S�� ����� ���l�f�����d �� � 
�����f�����l� l�w�� ���� ���� ���RNA-N ����� ��d ������l 
����� (*P<0.05). T���� w�� �� �����f����� d�ff������ �� 
��� ���w�� ����� b��w��� ������l ����� ��d ��� ���RNA-N 
����� (*P>0.05). I���b����� �f �-S�� �x�������� �������� 
��m����b���-��d���d ������x�����.

VEGF expression levels in vitro. T� d����� ��� d�w�-����l����� 
�ff��� �� VEGF �x�������� �f��� ����b����� �f �-S��, ELISA 
����� w�� ���f��m�d. VEGF �������������/��ll �������� w�� 
��� VEGF �x�������� l�v�l (F��. 8). T�� VEGF �x�������� 
l�v�l �� ��l���� ������������ �f ���RNA-�-S�� ����� w�� 
10.70±1.06 ��/mlx10-5, ��d ��m����d w��� ������l ����� 
(20.16±2.90 ��/mlx10-5), �� w�� �l���l� ����b���d (*P<0.05), 
with a high efficiency (46.92%). There were no significant 
d�ff������� b��w��� ��� ���RNA-N ����� ��d ��� ������l 
�����.

Tumor growth in vivo. All ��� 15 m��� d�v�l���d d�����-
able tumors at the beginning of this experiment. Significant 
����b����� �f ���w�� w�� �b���v�d �� ���RNA-�-S�� ����� f�� 
5 w����, w��� ��m����d �� ���RNA-N ����� (287±38 mm3) 

F����� 6. T�� ��l������ �ff��� �f �-S�� mRNA ��d ������� �x�������� b� 
(A ��d B) RT-PCR ��d (C) w������ bl������. (A) R�l���v� �x�������� �f �-S�� 
mRNA level was analyzed using the 2-ΔΔCt m����d. C-S�� mRNA �x����-
sion was significantly inhibited in the psiRNA-c-Src group (*P<0.05 v�. ��� 
������l �����). (B) RT-PCR �f �-S�� mRNA �� ����� ������ w�� ���f��m�d 
w��� β-actin as loading control (a, psiRNA-c-Src; b, psiRNA-N; c, control). 
C-S�� mRNA �� ��� ���RNA-�-S�� ����� w�� ������d d�w� v�. ��� ����� 
two groups. (C) Antibody specific for c-Src (molecular weight, 60 kDa) was 
���d �� ��� ������� l�v�l ������, w��l� β-����� (m�l���l�� w�����, 43 �D�) 
w�� ���d �� ��� �� �� �������l ������l. C-S�� ������� �x�������� l�v�l w�� 
�l���l� d�w�����l���d v�. ��� ����� �w� ������.

F����� 7. C�ll� ���l�f������� �f��� �����m��� w��� ��m����b��� �f ����� ������ 
�������d b� MTT �����. A� ���� ������������� �f ��m����b���, ��� ���RNA-
c-Src group proliferated at a significantly lower rate than psiRNA-N group 
��d ������l ����� (*P<0.05). I���b����� �f �-S�� �x�������� �������� ������-
���� �������m� ��ll P���-1 ���m��������v��� �� ��m����b���.

F����� 8. VEGF �x�������� l�v�l� in vitro �f��� ����b����� �f �-S�� b� ELISA 
�����. VEGF �������������/��ll �������� w�� ��� VEGF �x�������� l�v�l. 
T�� VEGF �x�������� �� ��l���� ������������ �f ���RNA-�-S�� ����� w�� 
�l���l� d�w�����l���d (*P<0.05).

F����� 9. I���b����� �f P���-1 ��m�� ���w�� in vivo. T�� x���������l�������� 
��m�� v�l�m� ������ �f ��� m��� w�� d������d w���l�. T�� ��m�� v�l�m� �f 
���RNA-�-S�� ����� w�� �bv����l� l�w�� (*P<0.05) ���� ��� ����� �w� ������ 
f��m ��� f����� w���.
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�� ������l ����� (278±35 mm3). T�� �v����� ��m�� v�l�m� 
(150±20 mm3) in former group was significantly lower than the 
l����� �w� ������ (*P<0.05) (Fig. 9). There were no significant 
d�ff������� b��w��� ��� ���RNA-N ����� ��d ��� ������l �����.

Expression of c-Src, VEGF and CD34 by immunohistochemistry. 
I� ��d�� �� d�m�������� ��� m�������m �f ��� ����-���������� 
�ff��� b� ��������� �-S�� ���� RNA�, ��� �x�������� �f �-S��, 
VEGF ��d CD34 w��� ������d b� �mm�����������m����� �� 
��d� m��� ������l����d ��m���. ���RNA-�-S�� ����� (F��. 10C) 
w�� ���w� �� d�w�-����l��� ��� �-S��, VEGF ��d CD34 
�x�������� ��m����d w��� ��� ���RNA-N ����� (F��. 10B) ��d 
��� ������l ����� (F��. 10A) (*P<0.05). There were no signifi-
���� d�ff������� b��w��� ��� ���RNA-N ����� ��d ��� ������l 
����� (F��. 10) (P<0.05).

Discussion

P��������� �d����������m� ��� ��� �f ��� ������� m����l��� 
����� �� ��m�� m�l���������, ���������� f�� m��� ���� 20% �f 
���������������l ������ d����� (10,11). T�� l����l��� �f ������-
���� ������ �� ������� b��� ��d�������d b� ��� 5-���� ���v�v�l 
����, w���� ����d� �� l��� ���� 4% (10). T�� ���� m����l��� 
���������d w��� ���������� ������ �� �����b���d �� ��� ������l 
��������v�����. A� ��� ��m� �f d��������, ��� d������ ��� �f��� 
���������d �� �� �dv����d ����� �� w���� �������l ��������� 
�� �f��� ��� � v��bl� ������ ��d �� w���� ��m��� ��� ����l� 
��������� �� ���v�������l ���m�������� ��d ��d������ �����-
m���� (12,13). T�� ���������� �f ���������� �d����������m� �� 
���v�������l �����m��� ���������� ��� l�d �� � ������ f�� ��v�l 
targeted therapies that may be useful in fighting this disease.

F����� 10. Ex�������� �f �-S��, VEGF ��d CD34 �� � ��m�� ���m�l m�d�l �f (A) ��� ������l �����, (B) ���RNA-N �����, (C) ���RNA-�-S�� ����� w��� 
d�ff����� �����l���, �� �������d b� �mm�����������m�����. T�� ���l���� ���w�d (�) �-S�� �x��������, (b) VEGF �x�������� ��d (�) CD34 �x�������� �� ��m�� 
tissues. Magnification, x100. Compared with the other two groups, the expression of c-Src, VEGF and CD34 in tumor of the psiRNA-c-Src group was clearly 
d�w�����l���d. (D) T�� ������v� ��ll ��mb�� �f �-S��, VEGF ��d MVD. T�� �x�������� �f �-S��, VEGF ��d MVD �� ��m�� �f ���RNA-�-S�� ����� w�� �l���l� 
d�w�����l���d (*P<0.05 v�. ��� ������l �����).
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For the low efficiency of traditional diagnosis and treatment 
on pancreatic cancer (1,14), gene therapy has been emphasized 
������l� f�� b����� ��������� (15). I� ���� ���d�, w� ����� 
�l��m�d �GPU6/GFP/N�� v����� b������ �� ��� � ���m���� 
���������� ����, w��� w���� ���bl� �����f����d ��ll� ��� b� 
��l����d b� G418, ��d �� ��� �x����� ��RNA l���-���m. O�� 
results showed that high gene transduction efficiency (>90%) 
w�� �����v�d �f��� ��ll� w��� ��l����d b� G418 ��d ������v� 
m����l���� w��� ������.

R����� ���d��� ��v� ���w� ���� �-S��, w���� �� � 60 �D� 
���-�������� �������� ������ ���d��� �f ��� �-S�� �����-
�������� ��d � v���l m�mb�� �f ��� S�� �������� ������ f�m�l�, 
�x��b��� �l�v���d ������� l�v�l� ��d ����v��� �� ��m����� ����� 
of human cancers (16-18). Specifically, Src activity was found 
�� b� �l�v���d �� b�����, ����������, �v�����, ����������l, l���, 
gastric, colon and head and neck cancers (18-22). The frequency 
w��� w���� �l�v���d �x�������� ��d/�� ����v��� �f S�� ������ �� 
������l��l ������� ������l� �������� ��� �m�l������� �� f���l������� 
m�l������ �����������. C-S�� ����v��� ��� b��� f���d �� b� � 
�������l ��m������ �f m�l���l� �����l��� ����w��� ���� ����l��� 
���l�f�������, ���v�v�l, m��������� ��d ������������ (16,23-25).

T�� ���-�������� �-S�� f�m�l� �f �������� ������� ��� b��� 
���w� �� b� �v���x������d ��d ������l���d �� b��� ��m�� 
���������� �������m� ������ ��d ��m�� ���������� ��m�� ��ll 
l���� (26). C-S�� �x�������� ��d ������ ����v��� �� ���������� 
������ ��ll l���� w��� d�����l� �����l���d w��� ��m����b��� 
���m����������� (27). T�� �b�v� �v�d���� ����l�����d ��� 
��������l �f �-S�� �� � ������ f�� ���������� �������m�. I� ��� 
������� ���d�, �f��� �������f�l �����f������ b� �l��m�d m�d�-
���d �-S�� RNA �����f������, ��� mRNA ��d ������� l�v�l �f 
�-S�� ���� w��� v�����ll� ������d d�w�. RNA �����f������ 
�� � ������������������l ���� ��l������ m�������m ���� ��� 
b� ��������d b� d��bl������d�d RNA (d�RNA) ��m�l����� �� 
sequence to the target gene (8,9). Decreased expression of c-Src 
�� ��m�� ���������� �������m� ��ll l��� ��d �� x������f��d 
��m��� ������b���d �� �b���v� ��� �ff��� �f ���m��������v��� �� 
��m����b���, ������������ ��d ���w��.

O�� ���d� in vitro f���d ���� ����b����� �f �-S�� �x����-
���� �ff����d ��ll v��b�l���. I� �dd�����, w� �b���v� ���� 
d�w�����l����� �f �-S�� �x�������� ��d ������ ����v��� �ff���� 
���������� �d����������m� P���-1 ��ll� ���m��������v��� �� 
��m����b��� ��d �������� ��m����b���-��d���d ������x�����, 
w���� �� ���������� w��� ��� ������ �f D�xb��� et al (27).

T�m�� ���w�� ��l��� �� ������������, ��� f��m����� �f ��w 
blood vessels to receive an adequate supply of oxygen and 
��������� (2,3). A����������� �� ���������� �������m� �� b���d 
�� ��� ��m� f��d�m����l �������l�� �f ����v�����, ���l�f�������, 
��d m�������� �f ��d����l��l ��ll�. S������d ���������� f������, 
���� �� VEGF, ����v��� ������� ��d����l��l ��ll� �� �dj����� 
bl��d v����l� (28,29). VEGF �� �m������� �� ��� ���w�� �f 
m��� ��l�d ��m��� ���f������ ���v�v�l �dv������ b� ��d����� 
v����l�� f��m�����. Ov���x�������� �f ���������� �����, ���� 
�� VEGF, ��� b��� ���w� �� b� ���������d w��� �������d 
��m����������� ��d ��m�� m��������� ��������l (4,28). I� ELISA 
����� in vitro ��d ���m�l ���d� in vivo, w� f���d ���� �l��m�d-
b���d RNA� �f �-S�� d�������d ��� VEGF �x�������� l�v�l. 
Add������ll�, CD34 �� � ��ll���f��� m����� �f ���������� ��ll� 
and is frequently used as a new vessel marker and an indicator 
�f m����v����l d������ �� ������� (30,31). Imm����������� 
assays revealed CD34 in tumors was significantly decreased 

�f��� ���RNA-�-S�� �����f������, w���� w�� ���������� w��� 
��� d�w�����l����� �f VEGF, ���� d�w������m �f �-S��. A� 
���w� �� ��� �x����m��� �f x������f��d ��m��� �� m���, d�w�-
����l����� �f ������������ ��l���d f������ (CD34 ��d VEGF) 
m�� l��d �� ��� ����������� �f ������ ���w��, ����l���� �� 
reduced tumor size.

In conclusion, our findings have shown that c-Src plays 
� �����f����� ��l� �� ���������� �������m� ���l�f�������, 
���m����������� ��d ������������. T��� ���d� ���w�d ���� 
plasmid-based c-Src specific siRNA inhibits pancreatic adeno-
�������m� ���l�f�������, ������������, ��d �������� ���������� 
adenocarcinoma gemcitabine chemosensitivity. Our findings 
������� ��� ������ ���� �-S�� �� � ���m����� ������ f�� ��� �����-
m��� �f ���������� �������m�.
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